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(57) Консорциум микроорганизмов Rhodo-
coccus sp. BKM-AC-1500 D, Rhodococcus
mans BKM-AC-1501 D, Rhodococcus
erythropohs BKM-AC-1502 D, Pseudomonas
stutzeri BKM-B-1972 D, Candida sp. BKM-
Y-2778 D, используемый для очистки поч-
венных и солоноватоводных экосистем от
загрязнения нефтепродуктами.

Изобретение относится к микробио-
логии, экологии и может быть использо-
вано практически в любой экосистеме для
очистки воды и почвы от загрязнения нефт-
ью или нефтепродуктами.

В зависимости от состава клеточной
стенки, микроорганизмы можно условно
разделить на две группы липофильные и
гидрофильные микроорганизмы

При наличии двухфазной системы ти-
па "вода - углерод" или "вода - нефть"
первые (липофильные) концентрируются в
углеводородной (нефтяной) фазе, вторые
(гидрофильные) - в водной.

Липофильные микроорганизмы могут
развиваться непосредственно в нефтяной
пленке, что существенно ускоряет про-
цесс очистки от нефтяного загрязнения.
Однако, частично компоненты нефти раст-
воряют в воде и это загрязнение ликви-

дируется липофильной микрофлорой уже
существенно медленнее.

В отличие от липофильных, гидро-
фильные микроорганизмы способны к ути-
лизации только растворенных в воде сое-
динений.

Растворимость нефти в воде низка,
поэтому при использовании гидрофиль-
ной бактериальной культуры, процесс
очистки от нефтяного загрязнения идет
лишь в зоне контакта углеводорода с во-
дой Скорость процесса в этом случае
лимитируется скоростью диффузии ком-
понента загрязнителя и площадью кон-
такта. При толщине нефтяной пленки бо-
лее 1 мм время очистки недопустимо воз-
растает.

Известны биопрепараты "Эколан" (рек-
ламная информация, разработчик НПО "Бу-
рение", ВНИИКРНефть), "БИОПрИН" (Оле-
ВОрИН, ТУ 11279895-12-22-92), "ПуТИ-
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ДОЙЛ" (Авт.св. СССР № 1076446, 1982,
Авт.св. СССР № 1428809, 1988), исполь-
зуемые для очистки воды и почвы от неф-
тяных загрязнений.

Все биопрепараты созданы на основе
монокультур бактерий того или иного ти-
па. Соответственно, каждому из этих биоп-
репаратов в равной степени присущи оп-
ределенные недостатки.

Во-первых, в их состав входят одни
гидрофильные микроорганизмы утилизи-
рующие только растворенные в воде сое-
динения.

Во-вторых, биопрепараты работают в
узком диапазоне рН и способы активно
окислять углеводороды только в пресной
воде.

В-третьих, окислению подвергаются уг-
леводороды с длиной цепи до С12, а бо-
лее тяжелые нефтяные компоненты ос-
таются неутилизиро ванн ыми.

В основу изобретения поставлена за-
дача создание консорциума микроорга-
низмов "Devouroil", активно окисляющего
нефтепродукты как в зоне контакта с во-
дой, так и непосредственно в нефтяной
пленке, способного утилизировать широ-
кий диапазон углеводородов нефти как в
пресной, так и в засоленной экосистеме.

Поставленная задача решается так, что
в состав консорциума микроорганизмов
"Devouroil" входят как липофильные, так и
гидрофильные микроорганизмы.

При использовании "Devouroil" устра-
няются все указанные недостатки приме-
нения при нефтяном загрязнении биопре-
паратов на основе монокультур того или
иного типа.

В состав консорциума "Devouroil" вхо-
дят бактериальные и дрожжевые клетки.
Бактерии представлены как липофильны-
ми (Rhodococcus sp., Rhodococcus man's,
Rhodococcus erythropofis), так и гидрофиль-
ными (Pseudornonas stutzeri) культурами,
дрожжевые клетки представлены в нем
штаммом Candida sp.

Композиция выделена из пластовых
вод нефтяного месторождения. Состав кон-
сорциума стабилен во времени, т.е. не
наблюдается вытеснения (утраты) отдель-
ных его составляющих, поскольку кон-
сорциум является устойчивым природным
сообществом микроорганизмов, связанных
метаболическими взаимоотношениями.

Соотношение различных микроорга-
низмов в препарате "Devouroil" опреде-
ляется тем, в каких условиях он будет
применяться.

Основная особенность препарата сос-
тоит в том, что микроорганизмы, входя-

щие в его состав, могут развиваться в
широком диапазоне солености (0,05-15%),
поэтому с заменой компонентов препара-
та неизбежно следует снижение эффек-

5 тивности препарата, особенно при приме-
нении его в засоленных экосистемах.

Описание штаммов микроорганизмов
и дрожжей, входящих в состав консорциу-
ма.

10 • Штамм Pseudornonas stutzeri BKM-M-
1972 D.

Выделен из пластовых вод Бондюжс-
кого нефтяного месторождения.

1. Морфологические признаки.
15 ' Грам-отрицательные, подвижные па-

лочки. Размер клеток - 1,5 х 0,7 мкм.
2. Культуральные признаки.
Колонии на МПА светло-серые, круг-

лые, диаметром от 3 до 15 мм, почти
20 плоские, в центральной части приподня-

ты. Край волнистый, прозрачный. На кар-
тофельном агаре колонии светло-серые,
круглые, выпуклые с ровным краем, цент-
ральная часть бежевого оттенка, бугрис-

25 тая, диаметр 1-3 мм. Консистенция мяг-
кая, легко снимаются с поверхности ага-
ра, легко размазываются. Флуоресцент-
ный пигмент не образуют.

3. Физиологические признаки.
30 Каталазоположительные, метаболизм

дыхательного типа. DL-аргинин не исполь-
зуют.

Хорошо растут на формиате, ацетате,
пропионате, бутирате и низкомолекуляр-

35 ных спиртах (исключая метанол), метанол
усваивают плохо. Ассимилируют глюкозу,
D-мальтозу, D-арабинозу и D-лактозу, но
накопление биомассы слабое. Гидроли-
зуют крахмал, галотолерантны, способны

40 к росту на минеральной среде Раймонда
(с 1% ацетата и 0,25% дрожжевого экст-
ракта), содержащей до 15% NaCI. Ис-
пользуют n-алканы (С10-С30). Полибути-
рат не накапливается.

45 Используют аммонийный и нитратный
азот, нитрат денитрифицируют, азот не
фиксируют.

4. Хранение штамма.
Штамм сохраняется в коллекции в

50 лиофилизированном состоянии. Для сох-
ранения штамма используют метод пе-
риодических пересевов (3-4 раза в год)
на МПА или картофельном агаре с 1%
NaCI. Инкубирование после пересева ве-

55 дут при температуре 28°С в течение 3-5
дней, затем культуру хранят в холодиль-
нике при температуре 4°С.

Штамм Rhodococcus sp. BKM АС-1500 D.
Выделен из пластовых вод Бондюжс-

кого нефтяного месторождения.
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1. Морфологические признаки.
Грам-положительные, неподвижные па-

лочки. В односуточной культуру на мине-
ральной среде Раймонда (с 1% NaCI аце-
тата и 0,25% дрожжевого экстракта) ко-
роткие толстые палочки. При делении наб-
людается характерное расположение кле-
ток под углом друг к другу. Размер кле-
ток - 2,3 х 0,6 мкм, с возрастом наблю-
дается укорачивание клеток.

2. Культуральные признаки.
Имеют IV тип клеточной стенки, со-

держат миколовые кислоты и фосфатидил-
этаноламин.

Колонии на картофельном агаре яр-
ко-оранжевые, круглые, диаметром 1-1,5
мм, выпуклые с ровным краем, блестя-
щие. Консистенция мягкая, легко снимают-
ся с агара, легко размазываются. Хорошо
растут на агаризованной среде Раймонда
с ацетатом и гексадеканом в качестве
органического субстрата. Галотолерантны,
способны "к росту на минеральной среде
Раймонда (с 1% ацетата и 0,25% дрож-
жевого экстракта), содержащей до 15%
NaCI. При солености свыше 5% наблю-
дается замедленное пигментирование ко-
лоний с развитием окраски от слабо- до
ярко-оранжевой.

3. Физиологические признаки.
Каталазоположительные, некислотоус-

тойчивые, желатин не разжижают, казеин
не разлагают, крахмал не гидролизуют.
Хорошо ассимилируют n-алканы {010'Cx)t

ацетат, бутират, глюкозу, D-мальтозу. Сла-
бое развитие на пропионате, формиате,
этаноле, пропаноле, бутаноле. Не асси-
милируют D-арабинозу и D-лактозу. Хоро-
шо растут на дрожжевом экстракте. Ис-
пользуют аммонийный и нитратный азот.

4. Хранение штамма.
Штамм сохраняется в коллекции в

лиофилизированном состоянии. Для сох-
ранения штамма используют метод пе-
риодических пересевов (3-4 раза в год)
на картофельном агаре с 1% NaCI. Инку-
бирование после пересева ведут при тем-
пературе 28°С в течение 7-10 дней, затем
культуру хранят в холодильнике при тем-
пературе 4°С.

Штамм Rhodococcus marts ВКМ АС-
1501 D.

Выделен из пластовых вод Бондюжс-
кого нефтяного месторождения.

1. Морфологические признаки.
Грам-положительные, неподвижные,

очень короткие с закругленными концами
палочки, В односуточной культуре на ми-
неральной среде Раймонда (с 1% NaCI,
1% ацетата и 0,25% дрожжевого экстрак-

та) преобладают неразошедшиеся в ходе
деления клетки с характерным располо-
жением под углом друг к другу. Размер
клеток - 1,3 х 0,8 мкм, с возрастом наб-

5 людается их укорачивание.
2. Культуральные признаки.
Имеют IV тип клеточной стенки, со-

держат миколовые кислоты и фосфатидил-
этаноламин.

10 Колонии на картофельном агаре яр-
ко-оранжевые, круглые, диаметром 1-1,5
мм, выпуклые с ровным краем, блестя-
щие. Консистенция мягкая, легко снимает-
ся с поверхности агара, легко размазы-

15 вается. Хорошо растут на агаризованной
среде Раймонда с ацетатом и гексадека-
ном в качестве органического субстрата.
Галотолерантны, способны к росту на ми-
неральной среде Раймонда (с 1% ацетата

20 и 0,25% дрожжевого экстракта), содержа-
щей до 20% NaCI. При солености свыше
5% наблюдается замедленное пигменти-
рование колоний с развитием окраски от
слабо- до ярко-оранжевой.

25 3. Физиологические признаки.
Каталазоположительные, некисло-

тоустойчивые, желатин не разжижают, ка-
зеин не разлагают, крахмал не гидроли-
зуют.

30 Хорошо ассимилируют n-алканы (С10-
С30), ацетат, пропионат, бутират, этанол,
бутанол, пропанол, глюкозу. Слабое раз-
витие на формиате и метаноле. Хорошо
растут на дрожжевом экстракте. Исполь-

35 зуют аммонийный и нитратный азот.
4. Хранение штамма.
Штамм сохраняется в коллекции в

лиофилизированном состоянии. Для сох-
ранения штамма используют метод пе-

40 риодических пересевов (3-4 раза в год)
на картофельном агаре с 1% NaQI. Инку-
бирование после пересева ведут при тем-
пературе 28°С в течение 7-Ю дней, затем
культуру хранят в холодильнике при тем-

45 пературе 4°С.
Штамм Rhodococcus erythropolis, BKM

АС-1502 D.
Выделен из пластовых вод Бондюжс-

кого нефтяного месторождения.
50 1. Морфологические признаки.

Грам-положительные, неподвижные.
При развитии хорошо заметны изменения
вида культуры типа "кокк-палочка-кокк".

В односуточной культуре на минераль-
55 ной среде Раймонда (с 1% NaCI, 1% аце-

тата и 0,25% дрожжевого экстракта) пря-
мые с закругленными концами палочки.
При делении наблюдается характерное
расположение под углом друг к другу.
Размер клеток - 2,7 х 0,7 мкм, с возрас-
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том наблюдается укорачивание клеток до
0,8 х 0,6 мкм.

2. Культуральные признаки.
Имеют IV тип клеточной стенки, со-

держат миколовые кислоты и фосфатидил-
этаноламин.

Колонии на картофельном агаре бе-
жевые, круглые, диаметром до 5 мм, вы-
пуклые с ровным краем, блестящие, сли-
зистые. Консистенция мягкая, легко сни-
маются с поверхности агара, легко раз-
мазываются. Хорошо растут на МПА, сус-
ло-агаре и на агарированной среде Рай-
монда с ацетатом и гексадеканом в ка-
честве органического субстрата, в жидких
средах образуют обильный слизистый оса-
док.

3. Физиологическое признаки.
Каталазоположительные, некислотоус-

тойчивые, желатин не разжижают, казеин
не разлагают, крахмал не гидролизуют.

Хорошо ассимилируют n-алканы (С10-
Сдо), ацетат, бутират, этанол, бутанол, глю-
козу, D-мальтозу, D-лактозу. Слабое раз-
витие на пропионате, формиате, пропано-
ле, D-арабинозе. Хорошо растут на дрож-
жевом экстракте. Галотолерантны, способ-
ны к росту на минеральной среде Рай-
монда (с 1% ацетата и 0,25% дрожжевого
экстракта), содержащей до 15% NaCl. Ис-
пользуют аммонийный и нитратный азот.

4. Хранение штамма.
Штамм сохраняется в коллекции в

лиофилизированном состоянии. Для сох-
ранения штамма используют метод пе-
риодических пересевов (3- раза в год) на
МПА, сусло- или картофельном агаре с
1% NaCl. Инкубирование после пересева
ведут при температуре 28°С в течение 3-
5 дней, затем культуру хранят в холодиль-
нике при температуре 4°С.

Штамм Candida sp., BKM Y-2778 D.
Выделен из пластовых вод Бондюжс-

кого нефтяного месторождения.
1. Морфологические признаки.
В односуточной культуре на минераль-

ной среде Раймонда (с 1% NaCl, 1% аце-
тата и 0,25% дрожжевого экстракта) клет-
ки, в основном, одиночные, круглые, реже
овальные и удлинен но-овальные, размер
2-5 х 3-4 мкм.

2. Культуральные признаки.
Половых структур не образуют (ни ас-

коспор, ни базидиоспор). Хорошо растут
на агаризованнои среде Раймонда (с 1%
ацетата и 0,25% дрожжевого экстракта),
содержащей до 8% NaCl.

3. Физиологические признаки.
Хорошо ассимилируют n-алканы (С10-

Сзо), ацетат, пропионат. Слабое развитие

на этаноле, пропаноле. Глюкозу не сбра-
живают, инозит не ассимилируют. Исполь-
зуют аммонийный азот, тест на уреазу
отрицательный.

5 4. Хранение штамма.
Штамм сохраняется в коллекции в

лиофилизированном состоянии. Для сох-
ранения штамма используют метод пе-
риодических пересевов {3-4 раза в год)

10 на МПА, сусло- или картофельном агаре
с 1% NaCl. Инкубирование после пересе-
ва ведут при температуре 28°С в течение
3-5 дней, затем культуру хранят в холо-
дильнике при температуре 4°С.

15
П р и м е р . Цель испытаний - про-

верка активности консорциума микроор-
ганизмов "Devouroil" в процессе биораз-
ложения углеводородов нефти.

20 Методика испытаний: исследование
препарата проводят как в статическом ре-
жиме в условиях отсутствия массообмена
между органической и водной фазами,
так и в динамическом режиме с переме-

25 шиванием фаз.
Методика испытаний препарата в ста-

тическом режиме. Для исследования ак-
тивности препарата "Devouroil" в процес-
се биоразложения парафиновых углево-

30 дородов нормального строения в качестве
субстрата выбирают модельную смесь,
состоящую из 1-метилнафталина и п-гек-
садекана в объемном отношении 1:1. При
этом предполагают, что активность кон-

35 сорциума по отношению к парафинам зна-
чительно превышает его активность по от-
ношению к конденсированным аромати-
ческим углеводородам.

Испытания проводят при комнатной
40 температуре в отсутствие перемешивания

и аэрации.
Органический субстрат в количестве

2,5 об.% помещают в 400 мл водной сре-
ды с различной степенью минерализации

45 и перемешивают с 25 мл биомассы. Исс-
ледуют 4 образца с содержанием NaCl,
соответственно 0, 10, 50 и 100 г/л. Конт-
роль степени биоразложения образцов (по
отношению к эталонному образцу, не со-

50 держащему биомассу) проводят по отно-
сительному содержанию ароматического
компонента в субстрате методом ультра-
фиолетовой спектроскопии на приборе SU-
7 HS (Beckman).

55 Результаты кинетических исследова-
ний дублируют с применением газожид-
костной хроматографии на приборе PU
4500 и с помощью инфракрасной спект-
роскопии на приборе IFS-48 (Bruker) в
режиме количественного анализа. Разб-
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рос данных, полученных указанными ме-
тодами, не превышает 5%.

Методика испытаний препарата в ди-
намическом режиме.

В качестве субстрата используют вы-
сокопарафинистую нефть Ромашкинского
месторождения, в качестве среды - воду
с содержанием NaCI от 0,1 до 10 мас.%.
Биоразложение проводят в термостатируе-
мой стеклянной емкости объемом 0,5 л,
помещенной на механической качалке
(частота колебаний 60 об/мин). Исследо-
вания проводят при температуре 28°С при
массовом соотношении "нефть; минера-
лизованная среда: биомасса" (1:99:0,0001).
Пробы нефти периодически отбирают в
течение 20 суток. Анализ проводят мето-
дом газожидкостной хроматографии на
приборе PU-4500 по изменению концент-
рации n-парафинов С7-С .

Результаты испытании.
Методика 1. Данные по биоразложе-

нию модельных смесей углеводородов при-
ведены в табл.1.

Как видно из табл.1, максимальная
степень биоразложения достигается в ин-
тервале солености от 1 дс 5%.

Методика 2. Данные по биоразложе-
5 нию образца нефти представлены в табл.2.

Полученные результаты свидетельст-
вуют о том, что ассоциация активно раз-
рушает насыщенные углеводороды неф-
ти в диапазоне минерализации среды от

10 1 до 10 мас.%. Оптимальным для про-
цесса биоразложения парафиновых уг-
леводородов нефти является концентра-
ция NaCI от 1 до 5 мас.%, при этом
50%-ное биоразложение достигается на

15 3 день культивирования, а 100% - на 20
день.

Представленные данные показывают
высокую эффективность консорциума мик-
роорганизмов "Devouroil" как деструктора

20 нефтепродуктов в воде различной соле-
ности. "Devouroil" может быть использо-
ван для очистки почвенных и водных эко-
систем, загрязненных парафинсодержащи-
ми органическими продуктами. t

Т а б л и ц а 1
Степень биоразложения гексадекана в % от начальной концентрации

Сутки

Соленость
(%NaCI)

0
1
5
10

1

2,2
13,4
13,5
9,0

2

5,7
19,2
17,0
11,7

3

6,8
24,4
21,1
15,4

6

16,3
41,5
35,3
24,4

12

31,4
67,3
59,4
37,1

Т а б л и ц а 2
Зависимость степени биоразложения парафиновых углеводородов сырой нефти от соле-

ности среды и времени воздействия

Сутки

Соленость
(% NaCI)

0,1
1
3
5

. 10

3

5
50
55
50
15

5

7
80
80
80
45

10

7
90
87-
88
60

15

8
95
94
96
75

20

I

10
95
100
100
80
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